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稀释液中添加VB12在湖羊精液保存中的应用
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摘要：羊精液保存时，稀释液中添加一定量的维生素B12 (VB12)，对提高精液品质具有重要作用，维持精子顶体完整率，延长精子体外存活时间和提高精子存活率和活力。本研究旨在探究稀释液中添加不同浓度VB12对湖羊精液保存效果的影响。试验选取10只湖羊，采用假阴道法采集精液，添加不同浓度的VB12稀释液（0.00 mg/mL、0.025 mg/mL、0.05 mg/mL、0.075 mg/mL），在4℃条件下冷藏保存。研究结果表明：在保存初期第1、2d，各VB12添加组精子畸形率与对照组差异显著（P<0.05）。0.05 mg/mLVB12组第2至5d精子存活率和活力显著高于其他浓度组（P<0.05），第4、5d精子畸形率显著高于其他组（P<0.05），所有添加VB12组第5d的精子畸形率均显著高于对照组（P<0.05）。综上所述，稀释液中添加适量的VB12可以有效提高湖羊精液保存效果，延长精子的存活率和活力保持时间，并在一定程度上降低精子畸形率，为优化湖羊精液保存技术，提高人工授精成功率提供了依据。
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Application of Adding VB12 to Diluent for the Preservation of Hu Sheep Semen
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Abstract: When storing sheep semen, adding a certain amount of vitamin B12 (VB12) to the diluent is important in improving semen quality, maintaining sperm acrosome integrity, prolonging sperm in vitro survival time, and increasing sperm survival rate and motility. This study investigates the effect of adding different concentrations of VB12 to diluent on the preservation of Hu sheep semen. Ten Hu sheep were selected for the experiment, and semen was collected using the pseudo-vaginal method. Different concentrations of VB12 diluent (0.00 mg/mL, 0.025 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.075 mg/mL) were added and stored at 4 ℃. The research results showed that on the first and second day of storage, there was a significant difference in sperm abnormality rate between the VB12-added groups and the control group (P<0.05). The sperm survival rate and motility of the VB12 group at 0.05 mg/mL on days 2 to 5 were significantly higher than those of other concentration groups (P<0.05), and the sperm abnormality rate on days 4 and 5 was significantly higher than that of different groups (P<0.05). The sperm abnormality rate of all VB12 added groups on day 5 was significantly higher than that of the control group (P<0.05). In summary, adding an appropriate amount of VB12 to the diluent can effectively improve the preservation effect of Hu sheep semen, prolong the survival rate and motility retention time of sperm, and to some extent reduce the sperm abnormality rate. This provides a basis for optimizing Hu sheep semen preservation technology and improving the success rate of artificial insemination.
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近年来，随着人工授精技术在家畜繁殖领域的逐步推广，依托稀释液的精液液态低温保存技术也逐渐受到研究者的关注。液态低温保存是通过降低温度使精子代谢减弱，从而延长精子存活时间，当温度回升后，能够恢复正常代谢机能而不丧失受精能力。稀释液配方是液态低温保存的关键环节之一，良好的稀释液包含营养物质、抗氧化剂、酶和激素等各种成分，不仅可以扩大有效精液容积，还可以为精子代谢提供所需的能量物质，提高精子活力、精子存活率和延长精子寿命[1–4]。
针对维生素的添加效果在精液稀释保存方面的研究，日益受到研究者的关注[5-6]。精液稀释液中添加一定量的维生素B12（VB12），有助于维持精子顶体完整率，提高精子活力、精子存活率和降低精子畸形率和延长精子体外存活时间，从而提高精液品质、受精率[7]。鉴于此，本试验通过对比在稀释液中添加不同浓度VB12对湖羊精液保存效果的影响，总结出VB12稀释液的最佳保存稀释比例，优化VB12的添加量，探索其对湖羊体外生存状态的影响，以期为优化精液保存技术应用提供科学依据。
1 材料和方法
1.1试验动物
选择健康、繁殖性能正常的湖羊10只，年龄在2-3岁之间。羊只由甘肃省铭鑫羊业养殖有限责任公司（临潭县农盛养殖农民专业合作社）提供。
1.2试剂与仪器
试剂：注射用VB12（山东威智百科药业1 mL:0.25 mg注射剂）、乳糖（莱阳化工实验厂）、葡萄糖（烟台市双双化工）、柠檬酸钠（上海建信化工）、青霉素（哈药集团）、硫酸链霉素（四川鼎尖动物药业）、卵黄、蒸馏水、姬姆萨染色液（BASO贝索）、凡士林。
试验仪器：显微镜（重庆奥特光学仪器）、冰箱、电热恒温水浴锅（科伟）、高压蒸汽灭菌锅、电炉、锅、电子天平、锥形瓶、离心管、移液枪（Eppendorf）、移液枪头、玻璃棒、温度计、吸管、载玻片（帆船牌）、盖玻片、过滤纸、绳子、纱布、剪刀。
1.3稀释液的配制
使用调平后的电子天平精确称量无水葡萄糖3 g，乳糖3.8 g，柠檬酸钠1.3 g，充分溶于100 mL蒸馏水，过滤两次，然后在高温炉中蒸煮30 min，温度降至30 ℃左右时，加入卵黄15 mL、青霉素和链霉素各100000 IU, 配制成基础稀释液（表1）。将不同浓度（0.00 mg/mL、0.025 mg/mL、0.05 mg/mL、0.075 mg/mL）VB12加入分装到离心管的基础稀释液中，然后将样品密封放入冰箱冷藏室备用，电热恒温水浴锅温度设定到37 ℃,于采精前1 h预热[3-4,7-8]。
表1 稀释液的成分与剂量
Table 1 Composition and dosage of diluent
	成分
	乳糖
	无水葡萄糖
	柠檬酸钠

	含量（g）
	3.8
	3
	1.3


1.4精液采集与处理
采用假阴道法采集公羊精液，将采集到精液的集精杯置于39 ℃恒温水浴锅内，现场进行了颜色、气味等方面的常规检查，随后带回实验室开展精液质量检查，精液色泽为乳白，气味有轻微腥味，呈现云雾状，精子存活率达到80 %以上，密度大于等于30亿/mL，经化验合格后即可使用。将合格的精液和配置好的基础稀释液37 ℃等温后按照1:8的比例进行混合，分管后再加入不同浓度的VB12，用封口膜封口后包上多层脱脂纱布，放入冰箱冷藏室。保存时每隔12 h轻微摇晃，每隔24 h检测并记录一次精子的活力、存活率、畸形率和顶体完整率[4,7-8]。
1.5检测指标与方法 
1.5.1精子存活率检测
精子存活率指精液中活精子占检测总精子的比率。将同批稀释的湖羊精液部分置于37 ℃下完成回温，在载玻片上滴入10 μL的精液，盖上玻片，在400×光学显微镜下观察，每个观察范围内，至少要统计200个精子，最后对精子存活率取平均值评定[9-10]。
计算公式：存活率=运动精子/检测精子总数×100 %
1.5.2精子活力检测
精子活力指精液中呈直线运动的精子占活精子数的比率。将同批稀释的湖羊精液部分置于37 ℃下完成回温，在载玻片上滴入10 μL的精液，盖上玻片，在400×光学显微镜观察，以判断精子在精液中的运动是否具有前进的能力。精子运动方式包括直线运动、回旋运动以及摆动，每个视野至少统计200个精子。评出精子活力，最后对精子活力取平均值评定[11,12]。
计算公式：活力=直线运动精子数/检测运动精子总数×100 %
1.5.3精子畸形率检测
将同批稀释的湖羊精液部分置于37 ℃下完成回温，用移液枪吸取10 μL精液滴在载玻片上，再用另一载玻片推成薄而均匀的抹片，用酒精灯固定，然后用姬姆萨染色10 min，再用蒸馏水冲洗，晾干。在400×光学显微镜下从不同视野中观察精子形态，并观察畸形精子数，精子的异常种类有单头双尾、双尾单头，尾折断、无头或无尾、顶体损坏等。精子大小不一，利用400×光学显微镜放大后对精子形态进行不同视角的观察，并对精子的异常精量进行推算。对至少400个精子进行统计，计算出精子畸形率[12,13]。
计算公式：畸形率=畸形精子数/400×100 %
1.5.4精子顶体完整率检测
将同批稀释的湖羊精液部分置于37 ℃下完成回温，将10 μL的精液滴在载玻片上，再用另一载玻片推成薄的均匀抹片，再用酒精灯固定，用姬姆萨染液染色10 min，再用蒸馏水冲洗，晾干。在400×光学显微镜下从不同视角观察精子的形态，其中每个制片观察不少于200个精子。顶体分型共有四个型，分别是Ⅰ型，顶体完整，着色均匀；Ⅱ型，顶体微幅膨胀；Ⅲ型，顶体受损，颜色较浅，边缘残缺；IV型，顶体全部脱落，露出精子核。Ⅱ、Ⅲ、IV型号均为顶体不完整精子[12]。
计算公式：顶体完整率=（200-顶体不完整精子数）/200×100 %
2 结果与分析
2.1 VB12对精子存活率的影响
随着时间的延长，精子存活率逐渐减弱可以通过显微镜直接观察到。由表2可知，0.05 mg VB12组与其他组相比，下降速度较慢，第2d时，0.025 mg/mL、0.05 mg/mLVB12组和对照组的精子存活率显著高于0.075 mg/mL组（P<0.05）；保存3d和5d的0.05 mg和0.075 mg/mL VB12组的精子存活率显著优于其他两组（P<0.05）；在VB12添加量为0.025 mg/mL、0.05 mg/mL组中，经4 d保存后的精子存活率明显高于其他两组[13]。
表2 不同浓度VB12对低温保存湖羊精子存活率（%）的影响
Table 2 Effects of different concentrations of VB12 on sperm survival rate (%) of lake sheep under low temperature preservation
	保存时间/d
	样本量
	VB12浓度（mg/mL）

	
	
	0.00
	0.025
	0.05
	0.075

	1
	10
	74.5±1.80a
	74.0±2.00a
	75.0±3.28a
	71.5±1.80a

	2
	10
	71.5±2.18a
	73.0±1.80a
	76.0±1.80a
	60.5±5.22b

	3
	10
	48.0±1.32c
	48.0±1.00c
	53.5±1.00b
	58.0±1.80a

	4
	10
	16.0±1.32b
	24.0±1.32a
	24.0±0.50a
	18.0±1.32b

	5
	10
	16.0±2.18c
	17.0±0.87c
	27.0±2.18a
	22.0±1.50b













注：同行数据后不同小写字母表示异显著（P<0.05）,下同。
2.2VB12对精子活力的影响
由表3可知，精子活力是随着时间增长而逐渐降低的。0.05 mg/mLVB12组与其他浓度组相比下降趋势缓慢，而保存1d的0.025 mg/mL和0.05 mg/mLVB12组的精子活力均显著高于其他两组（P<0.05）；0.05 mg/mLVB12组保存2、3、4、5d的精子活力显著高于其他三组（P<0.05）[14]。
表3 不同浓度VB12对低温保存湖羊精子活力（%）的影响
Table 3 Effects of different concentrations of VB12 on sperm motility (%) of Hu sheep under low temperature preservation
	保存时间
Time/d
	样本量
	VB12浓度（mg/mL）

	
	
	0.00
	0.025
	0.05
	0.075

	1
	10
	59.7±6.11b
	64.8±3.81ab
	71.3±6.25a
	56.8±5.13b

	2
	10
	58.0±3.12b
	61.0±1.00b
	76.5±1.32a
	48.0±2.18c

	3
	10
	46.0±0.87c
	46.0±0.50c
	52.0±2.18a
	49.0±1.80b

	4
	10
	10.5±0.50b
	12.2±0.76b
	14.5±1.32a
	8.0±1.50c

	5
	10
	7.0±0.87c
	10.0±1.32b
	12.7±1.89a
	7.2±1.32b


2.3 VB12对精子畸形率的影响
根据表4可知，保存1d的0.025 mg/mL、0.05 mg/mL和0.075 mg/mL VB12组精子畸形率高于对照组（P>0.05）；保存2d的0.025 mg/mL、0.05 mg/mLVB12组精子畸形率均显著低于0.075 mg/mL组和对照组（P<0.05）；保存3d和4d的0.05 mg/mL VB12组精子畸形率显著低于0.025 mg/mL、0.075 mg/mL组和对照组（P<0.05）；保存5d的0.025 mg/mL、0.05 mg/mL、0.075 mg/mLVB12组精子畸形率均显著高于对照组（P<0.05）[15]。
表4 不同浓度VB12对低温保存湖羊精子畸形率（%）的影响
Table 4 Effects of different concentrations of VB12 on sperm malformation rate (%) of lake sheep under low temperature preservation
	保存时间
Time/d
	样本量
	VB12浓度（mg/mL）

	
	
	0.00
	0.025
	0.05
	0.075

	1
	10
	9.10±1.00b
	10.0±1.10ab
	10.2±1.00a
	10.5±1.13b

	2
	10
	10.3±1.10c
	10.2±1.20b
	10.1±0.90a
	10.9±1.18c

	3
	10
	10.7±0.80c
	10.9±1.10c
	10.2±0.60b
	11.2±1.13a

	4
	10
	11.0±1.00b
	11.3±1.20ab
	11.0±0.81a
	11.9±1.00c

	5
	10
	11.1±0.72c
	11.5±0.30b
	11.3±0.60a
	11.9±1.10b


3 讨论
家畜精液低温保存中添加不同浓度VB12的应用，国内外报道相对较少。用VB12稀释小尾寒羊精液，然后在5 ℃~10 ℃下保存，发现VB12能显著提高精子的有效存活时间（精子活力＞0.6)和最长存活时间(90 %精子死亡时间)，特别是以1：3比例稀释时，可以分别达到22 h和49 h，而不含VB12的稀释液有效存活时间和最长存活时间仅为7 h和17 h[16]。但也有研究表明，与柠檬酸钠稀释液相比，VB12注射液用作波尔山羊精液低温(4 ℃~5 ℃)保存的精子存活时间相对较短，精子有效存活时间（活力降至0.3前的保存时间)和最长存活时间(99 %精子死亡前的保存时间)平均为33 h和64 h，而含柠檬酸钠的稀释液可分别达到59 h和102 h[7]。
在鲜精和精液室温保存中的应用，在37 ℃的条件下，向波尔山羊精液稀释液中加入VB12，结果精子有效存活时间和最长存活时间分别达到20 h和25 h，存活时间显著延长[17]。值得注意的是，精液常温保存时，如果环境温度长时间保持相对过高，容易造成保存液中细菌的迅速繁殖，PH发生变化，使精子能量严重丧失而加速精子的死亡[7]。
本研究的结果表明，VB12作为一种营养添加剂，在稀释液中的适量添加能够显著提高湖羊精液的保存效果。VB12作为动物体内重要的辅酶，可能通过参与精子代谢过程，提高精子对冷藏环境的适应性，从而延长其存活率和活力保持时间[13]。此外，VB12还可能具有抗氧化作用，能够减少精子在保存过程中的氧化损伤，进而降低精子畸形率。随着保存时间的延长，所有添加VB12组的精子畸形率最终均高于对照组。这可能与VB12的添加量、保存条件以及精子自身的老化过程有关[18]。因此，在未来的研究中，需要进一步优化VB12的添加量、探索更适宜的保存条件，并深入研究VB12对精子保存效果的具体作用机制，以期为优化精液保存技术和提高人工授精成功率提供更加全面的科学依据。
此外，本研究仅针对湖羊精液进行了探索，不同品种的羊只可能存在差异。因此，将VB12添加到稀释液中保存精液的方法是否适用于其他品种的羊只，以及是否会对其他繁殖性能产生影响，仍有待进一步研究和验证。
4 结论
本研究通过对比不同浓度VB12稀释液对湖羊精液保存品质的影响，发现添加0.05 mg/mLVB12的稀释液能显著提高湖羊精液在冷藏条件下的保存质量。具体而言，该浓度下的VB12能够延长精子存活率和活力保持时间，特别是在保存2至5d内，相较于未添加VB12的对照组和其他浓度组，0.05 mg/mLVB12组精子存活率和活力均表现出显著差异（P<0.05）。此外，虽然添加VB12在保存初期对精子畸形率无显著影响，但随着保存时间的延长，0.05 mg/mLVB12组在保存3至4d时精子畸形率显著低于其他组（P<0.05）。然而，值得注意的是，保存5d时，所有添加VB12组的精子畸形率均高于对照组，这可能与长时间保存导致的精子自然老化有关。
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